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细胞 系 的 建立 及 其 细胞 生长 特性 
和 细胞 遗传 学 分 析 
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SNOE RESP, ARARAMRD Qn— 89, 22-9 9D ， 并 且 有 三 对 
大 小 相近 ， 形 夸 相 似 的 染色 体 (后 性 6 条 、o 了 性 5 条 ) (REEF, 1980 。 由 于 上 述 
特点 ， 它 可 能 是 研究 桨 色 体 结构 与 功能 ， 特 别 是 着 毕 点 结构 与 功能 研究 的 好 对 象 ， 亦 是 
炳 射 生物 学 ， 遗 传 毒 理学 ， 细 胞 杂交 等 研究 的 好 材料 。 我 们 斯 建立 的 黑 谋 F ERD 
组 织 成 纤维 二 合体 细胞 系 命 省 为 KIZ 一 8102。 已 对 其 部 分 生物 学 特性 进行 了 研究 。 


BH om 和 方法 


动物 捕 自 浙江 省 开化 县 华 埠 ， 体 重 26 公 斤 ， 颈 动脉 放血 处 死 ， 无 菌 条 件 下 取出 胚 
B PREKA7 厘米 ， 各 主要 内 了 脏 器 官 基 本 成 形 ， 取 了 肺 组 织 进行 单 层 细胞 培养 。 
(一 ) 细胞 培养 
&EHR o 用 含有 15%% 混 合 小 牛 血清 的 Ham F12 工 〈 日 水 制药 株式 会 社 ) 培养 液 、 
每 毫升 培养 液 加 青 警 素 100 单 位 、 链 和 需 素 100 微 克 ，pH7 .4。 
原 代 组 胸 培养 ， 纲 胞 传代 ， 细 胞 冻 存 及 复苏 均 参 腿 赤 麻 细 胞 标的 建立 及 其 生物 学 特 
性 一 文 〈 中 国 科学 院 昆 明 动 物 研 究 所 细胞 遗传 室 染 色 体 组 ，1981) 。 
(=) 生长 速度 测定 "ur 
1 ,生长 率 测 定 ， 按 2.5 x 10: 个 /毫升 ，5.0 x 10 7 / ETE BE 2 LEE HE 
中 ， 隔 天 取样 三 管 进行 计数 ， 观 察 9 X. 
2. 接 种 不 同 密度 细胞 与 形成 致密 单 层 时 间 关系 的 观察 ， 分 别 按 每 毫升 1.0、2.5、 
5.0、10.0、15.0x 104 个 细胞 密度 接种 于 小 方 瓶 内 ， 每 一 密度 接种 三 瓶 ， 每 天 镜 检 一 
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次 ， 观 察 形成 致密 单 层 时 间 。 

(=) 分裂 指数 观察 放 载 玻 片 于 培养 瓶 内 ， 按 7.0x 104 个 /毫升 密度 接种 细胞 ， 
接种 后 24、36、48、72、96 小 时 取出 载 玻 片 ,用 0.9%NaCl 液 清洗 , 甲醇 固定 ，Giemsa 染 
色 ， 每 个 时 间 点 计数 4000 个 细胞 ， 计 算 分 裂 指数 。 

(站) 细胞 分 裂 周 期 测定 ” 按 租 妹 染 色 单 体 分 化 技术 测定 细胞 周期 〈 段 幸 生 等 ， 
1983)， 以 7.0x104 个 /毫升 浓度 接种 细 胸 ， 分 别 堵 养 24。28、36、48、60 小 时 ， 收 获 细 
胞 ， 每 一 时 间 点 观察 100 个 中 期 象 ， 统 计 第 一 、 第 二 、 第 三 次 分 裂 周期 细胞 比例 ， 各 分 
裂 周 期 细胞 标准 参照 朱 炳 富 等 〈1980)》 的 报告 。 

CR) 细胞 遗传 学 分 析 

1, 染 色 体 标本 制备 及 带 型 分 析 ， 按 常规 方法 进行 REEF, 1984 
2. 核 型 观察 ， 每 隔 3 一 5 代 进 行 核 型 检查 ， 观 察 100 个 中 期 细胞 ， 统 计 亚 二 ii ds 
超 二 倍 体 ， 二 傍 体 细胞 数 及 染色 体 畴 变 率 。 
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(一 ) 生长 特性 | 

LARA AER OH OD ， 原 代 培 养 3,5 天 形成 单 层 ， 80 代 次 以 前 细胞 以 1:2 
Kit, 3 一 4 天 形成 致密 单 层 ，80 代 次 后 2 一 3 天 形成 致密 单 层 ， 由 于 细胞 生长 旺盛 ， 
从 100 代 起 以 1:3 或 1:4 情 代 ， 仍 3 一 4 天 形成 致密 单 层 。 当 以 7.0x 10“ 个 /毫升 细胞 
密度 接种 时 ， 3 天 形成 致密 单 屋 ， 细 胞 数 约 增 加 4 倍 ， 细 胞 轮廓 清晰 透亮 ， 立 体感 强 。 
此 系 细胞 已 传 至 149 代 次 ， 体 外 生长 达 20 个 月 。 

F,。 代 和 Fs 代 细胞 生长 速率 的 测定 如 表 1 。 根 据 表 1 ， 绘 制图 6 一 7 《上 海 市 肿瘤 
研究 所 细胞 生理 组 ，1966) 。 从 图 6 轴 出 ， 细 胞 都 经 历 了 典型 的 “ 澡 缓 一 对 数 一 灌 缓 -的 
生长 模式 ， 但 增殖 速度 有 差异 ， 从 图 7 看 出 Fi 代 名 胞 猎 缓 期 约 为 33 小 时 ， 而 生长 特别 旺 
盛 的 Fso 代 细胞 的 灌 缓 期 只 有 2 小 时 左右 {图 7)， 图 6 显示 Fi 代 细 胞 的 对 数 生 长 期 到 第 
ZE, 以 后 进入 清明 期 。 而 Fs 代 细胞 直到 第 九天 仍 处 于 对 数 增长 期 。 从 上 述 生 长 速度 的 
比较 表明 ， 体外 生长 近 一 年 的 Fse 民 细胞 生长 特性 不 司 于 体外 生长 两 个 月 的 Fio 民 细胞 。 

2. Fio 民 和 Fse 民 细胞 分 裂 指 数 结果 表明 GE 2 》， 在 我 们 观察 的 范围 内 ，Fio 代 和 
F,, 代 细胞 分 裂 指 数 都 以 24 小 时 最 高 ， 但 Fu 代 细 胞 的 分 裂 指数 明显 高 于 Fi 代 ， 与 细胞 生 
长 速度 测定 结果 一 致 。 


Table 1. Comparison of the growth rate in passage cells 


feoculated Cell densities of the different time after subculturing Macon 


Passages 一 一 一 一 UL 
cell x 104/ml Iday 3days - 5days 7days 9days increased times 





Fie 5.0 3.15 — 10.00 9.83 9,30 8.80 2.7 
Fas 5.0 7.10 — 18.00 23.00 27.08 37.00 5.2 
Fas 2.5 5.60 7.00 14.67 20.00 30.00 6.0 
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Table 2. Comparison of mitotic index between passage 10 and passage 86 


Ste after subculturing (hour) 
eae 
a 24 36 48 72 96 


Mitotic index 


Pesage iD UTE 


Fio 82,25 21.00 1.25 1.75 





Fas 40.25 25.50 20.75 18.76 20.00 





3. 对 Fis、Fie、Fse 各 伐 细胞 ， 按 不 同 细胞 密度 接种 ， 观 察 形成 致密 单 层 时 间 (图 
8 ) ， 从 图 可 见 Fe 代 细胞 ， 除 接种 密度 为 1.0 x 10 个 /毫升 组 外 ， HRA 个 组 的 形成 音 
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Cell densities of subculturing (10*/ml) 
图 8 形成 致密 单 必 时间 比 较 


Fig 8. Comparison of the time for the formation of confluent monolayer 
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层 时 间 都 比 Fis 代 、 Fe 所 细胞 晚 。 Fss 代 细胞 接种 密度 最 婚 的 组 (1.0x 10/352), XE 
成 单 层 时 间 早 于 Fis 和 F,s 代 ， 甚 至 比 接种 密度 为 2.5 x 10 "个 /毫升 组 的 A 
表明 Fue 代 细胞 接种 密度 虽 低 ， 仍 可 较 早 形成 单 层 。 

上 述 三 种 测定 细胞 生长 特性 的 结果 都 表明 ，Fss 代 细胞 比 Fo 代 细胞 生长 旺盛 。F so 代 
细胞 小 缓 期 缩短 的 原因 , 可 能 与 G1 期 停留 时 间 的 变化 有 关 。 由 于 6G; 期 停留 时 间 的 缩短 ， 
细胞 的 增殖 周期 也 缩短 ， 以 致 于 Fss 民 细胞 的 分 裂 指数 和 形成 单 层 时 间 都 明显 不 同 于 
Fio 代 细胞 。Cires (1970) MR, ERROR, PERR R EK, 
ERE HG MARS, WS. CAM PNT ae DL 8. 

(=) Fi RAND RAM RR 3 ,培养 24 小 时 后 ,有 个 别 细胞 进入 第 二 次 
分 裂 , 随 着 培养 时 间 的 延长 ,第 二 次 分 裂 细 胞 新 增 ， 以 48 小 时 最 高 ， 但 36 小 时 已 有 56% 的 
细胞 进入 第 二 次 分 裂 ， 此 系 细胞 的 分 裂 半期 可 能 在 18 小 时 左右 。 培 养 24 小 时 和 48 小 时 出 
现 的 第 二 次 分 裂 可 能 在 细胞 接种 时 ， 它 们 正 处 于 G1 期 ， 贴 壁 后 立即 进入 5 期， 而 其 它 细 
胞 处 于 细胞 分 裂 周期 各 不 同时 间 ， 故 完成 两 个 复制 局 期 所 需 的 时 间 延 长 并 有 所 差异 。 如 
果 用 间 步 化 细胞 进行 细胞 局 期 测定 ， 将 会 得 到 较 可 靠 的 结果 。 然 而 培养 条 件 等 因素 的 优 
劣 也 影响 着 分 裂 周 期 的 变化 。 正 如 Crossen 等 (1977) 报道 ， 培 养 条 忻 及 个 体 差 异 亦 是 
导致 同 种 细胞 分 裂 周 期 不 同 的 重要 原因 。 


Table 3, Examination of the cell cycle 








Time of culturing cells Cell number of Ist mitosis 2nd mitosis ard mitosis 
with BUdR (hour) observation (56) (%) OQ 





24 190 99.0 1.0 0 

2B 100 97,0 8.0 0 

36 100 44.0 56.0 0 

48 100 12.0 87.0 I,0 

60 100 13.0 67.0 20.0 
i 


(=) 细胞 遗传 学 分 析 

每 隔 3 一 5 代 进 行 一 次 核 型 检查 ， 染 色 体 众 数 20 二 8 ， 传 至 141 代 的 细胞 2n= 8 的 
占 90.0%%， 平 均 为 88。6%。 从 Fo 代 到 Fo 代 之 间 ， 超 二 售 体 细胞 数 反 复 增 训 ， 最 高 达 
2696, 前 述 Fu 代 细胞 形成 致密 单 层 时 间 较 晚 ,可 能 与 此 期 超 二 悦 体 细胞 数 的 增加 有 关 。 

在 核 型 检查 中 ， 除 观察 到 架 色 体 数量 变化 外 ， 还 有 为 数 很 少 的 形态 畸变 ， 其 中 以 染 
色 栖 易 位 而 形成 的 新 核 型 ， 引 起 了 我 们 的 注意 (图 2 、3》〉。 从 图 君 出 ， 虽 两 者 都 出 现 
中 着 丝 点 染色 体 ,但 其 来 源 有 蜡 。 图 2 的 GG 显 带 证 明 , 它 是 在 1 号 染色 体 与 2 号 染色 体 之 
疗 相 互 易 位 ， 长 辟 与 长 徊 相 接 ， 短 辟 与 短 侣 相 接 曾 形 成 的 两 个 大 小 不 等 的 中 着 毕 点 染色 
体 。 此 种 核 型 在 以 后 的 观察 中 未 见 增 多 并 消失 。 而 在 Fo 代 发 现 的 另 一 种 新 核 昏 如 图 3 ， 
GRAWE LSR, RETKRSKSME, A5 ERE BRM, X 
小 不 同 的 两 条 等 臂 染色体 。 当 用 Giemsa 常 规 染 色 有 时， 大 的 一 条 等 辟 染 色 栖 两 端 部 可 看 到 
明显 的 次 纳 痕 ， 在 核 型 从 查 显 而 易 见 (图 4) 。 具 有 此 种 新 核 型 的 细胞 ， 在 传代 细胞 中 
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汤 增 ，Eu 代 为 3 %, FaftHo%, HERRAR, 从 106 代 起 ， 我们 改 用 
Ham F12 工 培 养 液 ， 当 细胞 传 至 Fia 代 时 新 核 型 占 42%， JE, HR 189196,. Fi FS DA 
为 91%。 其 产生 原因 可 能 是 1 号 染色 性 着 丝 点 区 横 裂 ， 长 短 避 分离 ， 形 成 两 个 等 苹 染 色 
迟 。 当 然 易 位 形成 等 譬 染色体 也 是 可 能 的 。 在 我 们 的 另 一 研究 报告 中 ( 段 幸 生 等 , 1984)， 
已 证 明 1 号 染色 体 是 双 着 毕 点 染色 体 ， 在 这 样 的 双 着 丝 点 之 间 发 生 断 裂 是 不 足 为 奇 的 ， 
形成 的 两 个 等 臂 染 色 体 是 否 也 是 双 着 丝 点 染色 体 ， 它 们 的 结构 与 功能 有 何 特 征 ， 是 核 型 
进化 研究 中 有 待 探讨 的 问题 。 

Hsu 等 (1974) 根 据 近 代 细 胞 遗传 学 研究 报道 ， 在 自然 群体 中 广泛 存在 染色 体 变异 情 
搞 ， 提 出 了 二 和 俯 体 细胞 的 新 概念 ， 在 和 染色体 的 数量 和 组 型 有 所 改变 时 ， 携 带 的 遗传 信息 
未 变 的 细胞 ， 仍 属 二 倍 体 性 的 。 正 如 在 家 鼠 细 胞 培养 到 一 定 代 次 时 ， 染 色 体 数目 从 原 有 
的 2n0=40， 变 为 20=26， 其 原因 是 出 现 了 14 个 由 着 丝 点 融合 而 形成 的 中 着 丝 点 染色 体 ， 
但 遗传 信息 未 发 生变 化 。Hsu 等 认为 仍 可 称 为 二 倍 体 细胞 。 本 系 细胞 中 出 现 的 ， 具 有 两 
条 大 小 不 同 的 等 辟 染 色 栖 细胞 ， 其 跟 传 物质 的 量 亦 未 变 ， 按 国际 组 织 培 养 学 会 专业 术语 
委员 会 所 公布 的 定义 〈 李 冬 华 等 ，1981) ，、 此 群 细 胞 应 称 为 假 二 司 体 。 

QU) 冻 存 细胞 的 复苏 及 生长 特性 

冻 存 不 同时 间 后 的 复苏 细胞 存活 率 如 囊 4 。 宸 中 所 别 细 胞 经 四 次 传代 ， 生 长 良好 。 
对 冻 存 90 天 和 368 天 的 复苏 细胞 保持 传代 观察 。 洪 存 90 天 后 复苏 传 至 F, 代 和 Fss 代 简称 
SP AME.) 细胞 生长 速度 测定 结果 如 表 o 。 根 据 表 5 作 图 6 ,图 6 表明 复 F, 和 复 Fie 都 
存在 明 最 的 潇 缓期 ， 复 Fu 代 的 对 数 生长 期 仅 到 第 五 天 ， 而 复 Fse 的 对 数 生长 期 延续 到 第 
九天 。 在 形成 致密 单 层 时 间 比 较 中 看 到 ， 复 Fs 代 细胞 比 Fic 代 细胞 形成 单 层 时 间 晚 1 至 
2 天 (图 8) ， 上 述 结 果 表 明 ， 冻 存 细胞 复苏 后 的 初期 ， 上 生长 速度 低 于 未 冻 存 的 网 代 次 
细胞 ， 其 后 仍 能 达到 旺盛 生长 。 但 这 些 差异 也 可 能 受 培养 条 件 的 影响 。 














Table 4。 Survial rate of the thawed cells 


Passages of frozen cell Fr Fss F 35 Fi; Fi E; 
Days of frozen cell 90 121 243 295 212 358 
Survial rate (94) 62,8 83.8 94.9 91.8 88.95 15.08 


Table 5, Comparison of the qrowth rate of the thawed cells 





MÀ n 一 
让 Cel! densities of the different time after subculturing Maximum 
Passages allex104/ml ^ 47 ae NEU ga increased 
ETE lday "days 5days Tdays Sdays times 
Es oo wand Tedd £.16 6-53 8.60 ee 
Far 5.0 5.25 9.66 29617 72.08 41.75 12.8 


Fes ME laug 6. CC 9.17 14,66 ci. 60 bb 
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THE ESTABLISHMENT OF THE BLACK MUNTJAC 
(MUNTIACUS CRINIFRONS) CELL LINE 
AND ITS GROWTH AND CYTOGENETIC CHARACTERS 


Duan Xingsheng Liu Ruiging Liu Aihua Lin Shiying 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Black muntjac is only found in China, Its chromosomes are particularly 
large and the diploid number is 2n— 8 9, 967. There are three pairs of 
chromosomes similar in size and mophology. 

We have established a fibroblast diploid cell line irom the female fetal 
lung tissue, These cells were through 149 passage over one year, The growth 
rates and mitotic index were examined, The formation time of confluent 
monolayer by various cell densities was also studied, The results indicated that 
cells of passage 86 grew much better than those of passage 10, The patterns 
of G-, C- and Ag-bands have also been analysed, 

From the passage 90, we found a new :ubpopulation of cell with the 
karyotype (2n= 8) contaning two isochromosomes of different sizes, The new 
subpopulation has been isolated, The G-banding analysis demonstrates that the 
two isochromosomes with different sizes are derived from the long arm and the 
short arm of No, 1 chromosomes, 
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Fig. 1 The celluar morphology of the living cells in monolaypes culture 


Fig. 2 New karyotypes containing two metacentric chromosomes (G—banding) 


Fig. 3 New karyotypes containing two isochromosomes (G—banding) 


Fig. 4. New karyotypes containing two isochromosomes (Giemsa) i 


